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(57) Abstract: The invention relates to a device for detecting fluorescent 
light comprising at least one imaging microscope unit and at least one 
appliance component for analyzing molecular interactions in small vol- 
umes. The invention is characterized in that: measuring points for analyz- 
ing molecular interactions are determined and selected in at least two-di- 
mensions by using the imaging method; both the imaging microscope unit 
as well as the appliance component are operated with a shared control unit, 
and; at least the analysis result of the appliance component is grai^cally 
depicted via the control unit and a computer. 

(57) Zusammenfassung: EinrichtungzurDetektionvonFluoreszenzlicht 
mit wenigstens einer bildgebenden Mikioskopeieinheit und wenigstens 
einer Ger^ekomponente zur Analyse molekularer Wechselwiikungen in 
kleinen Volumina, gekennzeichnet dadurch, dafi MeBorte fQr die Analyse 
molekularer Wechselwiikung mit Hilfe des bildgebenden Ver£ahrens 
mindestens zweidimensionaJ bestimmt und ausgewahlt werden; sowohl 
die bildgebende Mikroskopeinheit als auch die Geratekomponente 
mit einer gemeinsamen Steuereinheit betrieben werden; und iiber die 
Steuereinheit und einen Computer mindestens die Analyseneigebnisse 
der GerStekomponente bildhaft daigesteUt werden. 
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VERFAHREN UND ANORDNUNG ZUR DETEKTION DES VOH EINER PROBE 
KOMMENDEN LICHTES 

Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (PCS) mit ihrer Realisierung in eiriem 
MIkroskopaufbau (FCM) bewahrt sich insbesondere dort zur UnlBrsuchung blomole- 
kularer Wechselwirkungen, wo die Untersuchungen In sehr geringen Konzentrationsr 
bereichen kleiner 1\iMo\ und in (y/le&volumina kleiner 10'^'* I stattfindenV Solange die 
zu untersuchenden Proben homogen sind, spielt der Me&ort nur eine untergeordnete 
Rolle. Inn Falle von strukturierten Proben wie zum Beispiel biologischen Zeilen. ist die 
Kenntnis bzw. dl.e Auswahi des Meitortes aber von entedieidender Bedeutung. 
Diese Kenntnis Qber den {V1eik>rt wunje Isislner Qber klassische Durchiiclit- bzw. Auf- 
licdit-Mikroskopie gewonnen. Dazu wurde z.B. szwisciien der FCS-Detekdonseinlieit 
und einer klassisdien Fiuoreszenzmiiooskopanordnung umgeschaltet Die Anwen- 
dung der klassischen Mikroskople hat mehrere Nachteiie. EInerseits. werden dabei 
die Prpben einen hohen. Strahiungsbelastung ausgeset2:t, andererseits kann der 
optimale Melk>rt im dreidimensionalen Koordinatensystem nicht mit der erforderr 
iiclien Prazision von weniger 1 pm lokalisiert werden. 

Die in den PatentansprQctien. sowie anhand der bildiichen -Darstellungen unten 
beschriebene Einrichtungen und Veriahren ermSgiidien vorteiiliafl die En«veitenjng 
der FCS Methode zu einem bildgebenden Verfahren (S»FCM). Damit k6nnen Aus- 
sagen zur rSumlichen Verteilung der zu untersuchenden molekuiaren Wedisel- 
wirkungen gewonnen werden. 

In Biid 1 ist eine erste vorteilhafte Anordnung dar^estelit. 

M\t einer Mikroskopeinheit M\J (hier ein invjsrses Mikroskop zur Beobachtung einer 
auf einenn in x-, y- und z-Richtung verstellbaren Tisch T befindlichen Probe P Qber 
ein unterhaib der Probe angeordnetes Objektiv O und eine Tubusiinse TL) wird nnit 
Hiife elnef Scaneinheit SU Licht aus einer l-aser1ichtqueile LLS mit einer oder meh- 
reren Weileniangen direkt Oder durch eine Uchtleltfiaser LF Qber eine Koiiimation- 
soptik KO sowie einem prfmSren Strahlteiler STPS in eine Probe fbkusiert Der 
Scannner S eriaubt das Abienken des Uchtstrahies in x- und y-Richtung. die Erfas- 
sung untersdiiedlicher Probenschichten kann durch die vertikaie Versteilung des 
Probenfisches T oder des Objektives O erfolgen. Das von der Probe kommende 
Ucht durohlSuft wieder den Scannner S und wird. mittels der sekundSren Strahlteiler 
STSS 1...N den DetektionskanSlen DES1...N zugeordnet und in elektrische Signale 
zur Auswertung Qber eine Kontrolleinheit CU in einem Computer C umgewandelt Die 
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gemessenen Signals werden zur Gewinnung von Biidinformatlonen genutzt. Mit Hllfe 
einer Strahlumschaltungseinheit BS. beispielsweise eines ein- und ausschwenbaren 
Vollspiegels oder telldurchiassigen Spiegels wird LIcht LLF aus einer Laserllchtquelle 
mit einer oder mehreren Wellenlangen mit Hilfe einer FCS-Einhelt FU Qber einen 
primaren Strahlteller STPF in die Probe fbkusierL 

Die Lichtquellen LLS und LLF kOnnen auch identisch sein und Qber geeignete Um- 
lenk- und Schaltelemente in die Einheiten SU bzw. FU eingekoppelt werden. 
Das von der Probe kommende Fluoreszenzlicht wird durch sekundSre Strahlteiler 
STSF 1...N in einen oder melirere FCS-Detektionskanaie DEF 1... N geieitet und zur 
Auswertung in elektrfscrie Signaie umgewandeit und der Kontrolieinheit CU Qber- 
mittett. Die Signaie werden zur FCS-Anaiyse verwendet 

Je nach .Anzahi der instialiierten DetektionskanSie kann es sicii .um Auto-oder 
Kreuzkorrelationsanaiysen handeln. 

Hierbei .werden am aktueilen Probenort beispielsweise Diffusionszeiten, Jeilchen- 
zahien , Lebensdauem, Anteile von Komponenten ermittelt 

Die Datenaquise wird fOr beide Detelctionselniielten von der gleichen Kontrofleinheit 
CU und einem Computer C mit .geeignetem Programm gesteuert Ebenso erifolgt die 
Steuemng des Probentisches T , der vertikalen Objektivelnstellung des Objektives O 
und der Straiilumschaltungseinlieit BS durchi diese computergesteuerte Kontroli- 
einheit Durch die integration einer FCS-Detektlonseinlieit in ein konfokaies Laser- 
Scanning-Mikrpskop-Systenr) erglbt sich somit die IVi^Ilchkelt, auch FCS-Analyse- 
ergebnisse von l\4essungen an versdiiedene Probenorten zu einem biidhaften Er- 
gebnls zu kombinieren. Dadurdi ergibt sich eine vorteilhafte Anordnung. die ge^gnet 
ist. FCS-lMeOorte probenschonend mit hoher Genauigkeit festzulegen und anderer- 
selts auch FCS-Aftalysenergebnisse von Messungen an verschiedenen Orten zur 
Bildgebung zu verwenden. 

Beispielsweise ist es vorteilhafl mfigiich . Qber unterschiedliche Farbgebung eine far- 
bige fidchenhafte oder rdumliche Darsteiiung der Diffusionzeiten oder anderer Ana- 
fysenergebnisse in Abhdngigkeit vom Mellort zu erzeugen. 

Weiterhin kann durch speichermaSige Zuordnung das aufgenommene FCS Blld bei- 
spielsweise als Zusatzfarbe biidlich mit kanalweise andersfarbigen LSI^-Biklenn ver- 
knQpft werden. 
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Es k5nnen auch FCS/LSM Differenz- Oder Quotientenbiider qder anderweitige Kom- 
binationen gebildet und dargestelit warden. 

Die erfindungsgemdBe Modifikation des Laser-Scannihg-Mikrbskopes und die wir- 
kungsmSBIge Verbindung mit der FCS-GerSteelnheit erfolgt durch geeignete Pro- 
gramme im Computer mittels einer fQr alle Komponenten gemeinsamen Gerate- 
steuereinhelt Scaneinheit, FCS-Einheit Mikroskopeinheit und Probenposltions- 
system sind mechanisch, optisch und elektronisch aufeinander abgestimmt und ver- 
koppelt. 

Nach dem Scannen der Probe konnen Bildpunkte markiert und in die Mei^position fijr 
die FCS-Einhelt gebraciit und vermessen werden. 

Die AusxArahi der interesslerenden Punkte kann automatisch nach vorgegebenerr 
Kriterien (z.B. Raster, Strukturer^ssung des Bildes) Oder durch den Benutzer nach 
individueller Bewertung des mit der Scaneinheit aufgenommenen Bildes erfblgea 

Der vorgeschlagene Aufbau enmdgiicht die: gezielte Auswahl rhikroskopisch. kleiner 
Me&orte in der mit der FCS-Methode zu untersuchenden Probe* Aufierdem ist es 
mdglich. aus einer systematlschen Folge von FCS-l^essungen die raumliche Varia- 
tion der FCS-Analysenergebnisse bildhaft zu er^ssen, darzustellen und dem LSM- 
Blld zuzuordnen. 
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In Bild 2 ist eine weit^re vorteilhafte Anordnung dargestellt 

HIef ist an/in einer gemeinsamen EInheit SFU eine gemelrisame Lasereinheit LLSF 
vorgesehen sowie ein gemeinsamer Primarstrahlteller STPFS. Dargestellt sind sepa- 
rate Strahlteller und Detektoren DEP. STSF und DES, STSS fiir die LSM- und FCS- 
Detektion. Vorteilhaft k6nnen die Detektoren DEF und DES baugieich sein. Der 
Me&- und Auswertemodus kann mittels der Kontrolieinheit CU gewShIt werden. 
Die vorteilhafte Anordnung ergibt sich durch die gemelnsame Lokallsation der LSM- 
und der FCS-Detektlonskanalen in einer EinhelL Ahnlidi ;^am Aufbau, der in Bild 1 
beschrieben wurde, wird Laserllcht einer Oder mehrerer WellenlSngen mlt Hilfe einer 
Kollimationsoptik und des pnmSren Srahlteilers durch eine Scaneinhelt in die Probe 
fokusiert Ein besonderer Vorteil dieses Aufbaus ist. 6a& auch der Mefiort fQr die 
FCS-Messung mlt Hilfe der Scanner gewShlt^verden kann. Insbesondere ist es da- 
durch rndgllch, die FCSrAnalysenmethode zu einem blldgebenden Verfahren (Scan- 
ning FCM: S-FCSiy^) vdrtellhaft zu enweitem. ReflekUertes Ucht und Fluofeszenzllcht 
wlrd vom Objektiv aufgefangen, durcliiauft wiederum die Scanner und wIrd von el-^ 

nem oder. mehreren sekundSren Strahlteilem Jn -einen Oder mehrere. LSM-Detek- 

, - • .• • . ■ ... 

tionskanaie Oder FCS-DetekHonskanaie umgeleitet Dabei kann eine Trennung nach 
spektraien Bgenschaften oder Potarisationselgenschaften erfc^gen. Das detekb'erte. 
Ucht induziert eiektilsche SIgnale cfie zur Kontrolieinheit mlt angeschlbssenem Com- 
puter nebst geeignetem Programm geleitet und <lort zur FCS-Anaiyse bzw. zur Bild- 
rekonstruktion yerwendet werden. 

I^s Laser-Scannlng-Mikroskop ist hier so modifiziert, da& es Komponenten und 
Auswerteverfahren enthSIt, die es ertauben, auch FCS-Messungen durchzufQhren. 
Scankomponenten und FCS-Komponenten sind erfindungsgenri3& so kombiniert, 
da& eine Strahtteilung bzw. Strahiumschaltung. wie sie im Bild 1 dargestellt wurde. 
entfallen kann. Der Vorteil dieser Anordnung besteht darin, da& zur DurchfQhrung der 
FCS-Analysen an den vorher ausgewShlten Punkten keine Probentsewegungen mehr 
erforderlich sind. da der Meltort mit IHilfe der Scanner und durch vertikale Verstellung 
des Objektivs eingestellt werden kann. 

Die wirkungsmaaige Verbindung der Betriebsmodi erfblgt. indem entweder direkt 
wirend des Scanvorganges der Scanner angehalten wlrd und an dem hierdurch ein- 
gestellten PrDt>enpunkte eine FCS- Auswertung verfolgt oder nach dem Scanvor- 
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gang durch Einsteilen der Spiegel Oder Verstellen des Tisches. bei. stehenden 
Scannerspiegein an bestimmten Punkten etne PCS Auswertung erfoigt 
burch die Anordnung gema& Bfid 2 sind PCS-Messungen mit hoher Positionier- 
genauigkeit in kOrzerer Folge mdglich. Djeser vorgeschlagene Aufbau stellt ein scan- 
hendes Pluoreszenz-Konrelations-Mikroskop (S-FCM) dar. welches erflndungsgemdfi 
sowohl stnikturelle als auch biochemische informatlonen blldhaftdarstellen kann. 
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Patentansprijche 
1, 

Einrichtung zur Detektion von Fluoreszenziicht mit wenigstens einer biidgebenden 
Mikroskopeieinheit und wenigstens einer Geratekomponente zur Analyse molekuia- 
rer Wechseiwlrkungen in kleinen Volumina. gekennzeichnet dadurch, da& 

• l\/le&orte fDr die Analyse molekularer Wechselwirkung mit l-Iiife des biidgebenden 
Ver^hrens mindestens zweidimensional bestimmt und ausgewaiilt werden 

• sowohl die bildgebende Mikroskopelnlieit als auch die GerStekomponente mit 
einer gemeinsamen Steuereinheit betrieben werden, 

• und Qber die Steuereiniieit und einen Computer mindestens die Anaiysenergeb- 
ntsse der GerStekomponente bildhaft dargesteiit werden. 

2. Einrichtung nach Ansprucli 1. wobei die Analysenergebnisse dem Bild der biidge- 
benden l\/likroskopeinheit zugeordnet werden. 

3. " 

Einrichtung nacli Anspruch 1 oder 2 wobei die Analyse molekularer Wecliselwlrkun-r 
gen mit Hilfe der Fiuoreszenz-Korrelations-Spektroskopie .(FCS) erfolgt.und die Ein- 
heit zur Bildgebung auf dem Prinzip der Laser-Scanning-Mikroskopie beruht 
4. 

Einrichtung nach einem der Anspruche 1-3 wqbel die Auswahl des Probenortes fDr 
die FCS-Messung mit Hilfe elnes verfahrbaren Probentisches und/oder vertikaler 
Verstellung des Objektives manuell und/ oder automatisch erfolgt 
5. 

Einrichtung nach eInem der Anspriiche 1-4, wobei die Auswahl des Probenortes 
manuell und/ oder automatisch fQr die FCS-Messung mit Hilfe von mindestens einem 
Scanner erfolgt 
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6. 

Einrichtung zur Detektion des von einer beieuchteten Probe kommenden Lichtes, 
insbesondere nach einem der AnsprOche 1-5 bestehend aus einem Laser- Sanning- 
Mikroskop (LSM) und einer In den Beleuchtungstrahlengang des LSM zwischen dem 
Scanner des LSM und der Probe eingekoppetten Anordnung zur Anregung und 
Erfassung von PCS Qber eine gemeinsaTne Auswerteeinheit 
7. 

Einrichtung zur Detektion des von einer beieuchteten Probe kommenden Lichtes. 
insbesondere nach einem der AnsprOche 1-5, . 

bestehend aus einem I-aser- Sanning-* Mikroskop (LSI\A), wobei dem Scanner des 
LSIWI in Richtung der Detektion neben den LSM- Detektoren weitere Detektoren zur 
Erfessung von PCS - Signalen nachgeordnet sind und/ oder die Betriebsweise der 
LSM Detektoren von einer gemeinsamen Steuereinheit auf PCS Auswertung urn-* 
geschaltetwird. 
8. 

Verfahren zur Detektion des von einer beieuchteten Probe kommenden Lichtes, , 
insbesondere nach einem der AnsprUche 1-7 , . . . 

wobei die Probe punktweise mindestens zweidimensional mit Beieuchtungslicht ab- 
gescannt und das von der Probe kommende Licht Qber mindestens einen ersten 
Detektor detektiert wird 

und wahrend des Scanyorganges und / oder nach dem Scanvorgang fQr mindestens 
einen Probenpunkt eine PCS - Auswertung erfolgt 

9. 

Verfahren nach Anspruch 8 wobei fQr mindestens einen Probenpunkt eine Abspei- 
chemng und speichermdl^ige Zuordnung sowohl des beim Scannen detektierten 
Wertes als mindestens eines bei der PCS-Auswertung detektierten Wertes erfolgt. 
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10. 

Verfahren nach Anspruch 8 Oder 9 wobel die obenstehenden Verfahrensschrltte 
fDr mehrere autbmatisch und/ oder manueil vorgewahite Probenpunkte erfolgen 

11.. 

Verfiahren nach :einem der AnsprQche 8-10, wobei Mlttel zur gemeinsamen bild- 
lichen Darsteilung der beim Scanneri und bei der FCS-Auswertung ermittelten Werte 
voiigesehen sind. 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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